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PtoefrU pour detainer les origins M.- et/ou t, eh,-^ ^ 
de substances organises et aoye ns pout sa mi Se en ogU vr e . 

La presents invention conceme on precede pour determiner 
qualitativemeot, ie ca s echeent quantitative,™**, Xea origines bio- 
5 «c/ou techno-synthetiq Ue3 da substances organiques. En e£fet> poor 
des substances organiques de toutes sortes, Vindication de leur 
origine peut Stre d- U ne grande importance, notamment dane lee domains 
de la chimie, de la biologie, de la cbimie alimentaire, de la medecine, 
de la pharmacologie et dane tou S l e5 autres domains oa il importe 

10 d'filucider 1' origine de ladite substance. 

Lea quelquea procddes connue pour la determination de 
l« origine de eubstances oxganiques aont generalement bases sur l a 
mise en evidence d'uo ou de plusieure produit,: secondares ou d'impu- 
retis qui accompagnent de oanUre caracteriatique la substance orga- 

15 nique considers en function de son' mode de eyntbese. La poasibilitg 
d'dliminer ou d'ejouterun tel produit indicateur/marqueur, chiaiquement 
different de la substance a examiner, entxaloe 1 • inconvenient de 
pouvoir fausaer Xe rfiaoltat d'une eventuelle analyse dans le sens 
souhaitg. 

20 En c "ns6quence, une analyse a l'abri de togte falaifi- 

cation ne peut Stre effectuee que directement aur la substance elle- 
mSme, a I'atac chimiquement pur. Une substance pure est representee 
par sa formule cbimique structural qui est identique pour un compos* 
donnS, quelle que soit son origine : biologique, technique ou mixte. 

25 11 c onvient done de xechercher des differences 

caraeteristiques et reproductible* a l'intexieur de l»id TO ti« 
chimique, e'est-e-dire d'utiliser le fait que la formule chimiqu* 
Structural n«est qu'une approximation de la rfialit* moleculaire qui ' 
couvre en effet des structures isotopiques diff grentes . 

30 0b 8ait en cf£et 9«e, pour une substance donnee, 11 

existe dans le cadre de sa forme structural plusieurs eepeces 
isotopiques denom^es couramment "isotopumeres". Leur nombre croiTt 
rapidement avec la complexity de la molecule. A titre d'exemple, on 
indxque ci-apres l'isotopie carbone-13/c«rbo D e-l2 poor 1'acide 

35 aedtique : 
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On definit ainsi, aussi bien pour ce cas pexticulier 

que de manifere gfinerale, 6 parametres d v identification isotopiquez 

a. Le taux isotopique global C a ) qui correspond ici a 

1 'abundance moyenne du carbone-13 dans las 2 position possibles, 

15 b„ Lbs groupes de masse dans lesquels on trouve la 

somme des concentrations des isotopomeres prSsentant une mass a iden** 

tique, xnaia une repartition isotopique diffSrente, 

c. Le taux isotopique position par position, II existe 

autant de taux isotopiques positionnels Cc) que de nombre de positions 

20 non equivalentes K susceptibles d'une substitution isotopique. Dans le 

12 13 

cae de I'aclde ac£tlque C — — ^> C est egale a 2, 

d. Lea e spaces a identity isotopique dgelement dSnommSes 

Isotopomeres, L'isbtopomere conatitue le veritable corps chimique' 

e'lementaire. XI y a 2 isotopomeres lorsqu T il y a N positions non 

25 fiquivalentes, et 2UC+1) lorsqu'il y a en plus positions 

iSquivalentes, et ainsl de suite* Ainsi ? le nombre des isotopomeres 

2 

pour I'acltate de sodium est 2 -4 par rapport a I'isotopie carbone-13/ 
carbone-12, 3+1=4 par rapport au deuterium/ protiuou Leur nombre total 
par rapport aux a tomes de carbone et d'hydrogene est done de 16. 
30 L '£tude des isotopomeres a deja fait l'ubjet de 

nombreux travaux qui ont &t& effectues en milieu h&utemeut. enrich! „ 
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A cet effet, on peut citer les references ei-apres concernant, d'une 
part, les travaux en milieu hauteoent enrich! relatifs au deuterium : 
(E. BENG5CH, M. CORVAL, Preparation de 1 '«thanol deuterltf CH-DCH OH. 
Bull. Soc. Chim, France 1963, 1867-68 - E. BENGSCH. Preparation de " 
5 quelques bomologues ieotopiques de l'Sthanol. Etude physic o-chimique 
das conditions de leur synthase «t de leur purification. DlplSme 
d 'Etudes Supexieures. Faculte" des Sciences de Paris, mai. 1966 - 
E, BENGSCH. Preparation et analyse spectroscopique des especes iso- 
topiques deuteriees de l'dthanol C^^OH. Bull Soc. Chim. France 
10 to, 1971, 15 - E. BENGSCH. Ieotopieeffekte in der Protonen- und 

Deuteroneoresonanz der deuterierten Homologen de 8 Athanols. Comptes- 
>Rendus de I 'Assembled de 1b SocUtC~ Chimique de la R.F.A., 
septembre 1971, p. 171-2 - E. BENGSCH. Contribution a 1 'etude de 1« 
molecule d'fifchaool par resonance raagngtique nucleaire. Deutexiation 
15 et analyse positionnelle. Resonance du proton et du deuton. Effete 
d'isotople. Doctoral 'd'Etat, Unlversite" de Paris VI, Juin 1972 - 
B. BENGSCH, M. CORVAL, M. DELEAUM0NY. Preparation des fithanols 
deuteries C 2 H 5 _ n D n OH. Bull. Soc. Chim. France, 1973, 1788-93 - 
E. BENGSCH. Resonance oagnetique Nucleaire du proton et du cerboue-13 : 
20 effets d'isotopie observes avec les methanols deuterigs . Actualite 
chimique, 1973, n 6 A, 100 - E. BENGSCH, M. CORVAL, G.L. MARTIN. 
Analyse isotopique de melanges d'ethanols deuteries C^ n H0H. 
Organic Magnetic Resonance 6, 1974, 195-9); d'aotre parties travaux 
en milieu hautement enricnl relatlfa au carbone-13 aont : <E. BENGSCH, 
M. PTAX. Analyse dee spectres RMN du carbone-13 pour quelques 
acides amines enrichis et les peptides correspondents. Dans "Stable 
Isotopes in the Life Sciences". Agence Internationale a l'Energie 
Atomique I.A.E.A., Vieime, Autriche, 1977, p. 197-206 - Z. BENGSCH, 
J.-Ph. GRIVET H.R, SCHULTEN. Non-statistical label distribution in 
30 biosynthesis C enriched amino acids. 9e Conference Internationale 
de RMN dans les Systea.es Bioiogiques, 1-6 septembre 1980, Bendor/ 
Marseille - ,E. BENGSCH, J.-Ph.GRIVET, H.R. SCHULTEN. Non-statistical 
label diatribution in bio-aynchetic enriched amino acids. Z. Faturf. 
36b, 1981, 1989-1996 - E, BENGSCH, J.-Ph.GRIVET, H.R. SCHULTEN 
35 Inter - and Intramolecular isotopic heterogeneity i n biosynthetic 13 C 
- enriched amino acids dans Analytical Chemistry Symposium Series 
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''Stable Isotopes'' vol. 11 > p. 587-92 €dxt€ par H.L. SchtwLdt, H. Ftfrstel, 
K. Heioainger Elsevier Amsterdam, Oxford, New York 1982, 

En ce qui concerne les molecules blologiques, 11 est 
connti que la repartition globale et positionnelle de» isotopes n'est 
5 ni statistlque nl un If or me (B,L. SCHMIDT et F.J. WINKLER dsns Ber. 

Deutsch Bot. Gas. 92, 1979, p* 185-191 et H. ZIBGLER dans Bar. Dautsch 
Bot. Gefi. 92, 1979, p. 169-184). Bile varie au contraire en fopction 
des perturbations des conditions intxacellulaires du fait que le9 
systemes enzymatiques de la mati&re vivante pr€ferent plus on moins 
10 l'isotope naturel majoritaire, c f est-a-d£re le carboue-12.au carboue-13, 
le protium au deuterium, etc. II en rfisulte pour les substances biolo- 
giques une discrimination en isotope lourd, cre£e evaut tout par 
quelques reactions clefs de la pantosynth&se. Cette discrimination 
ee tnaintient essentiellement a travers le metabolisms secondaire, le 
15 cas fichdant igalement a travers la «sha£ne alimentaire plante-herbivore- 
caruivore, de telle sorte que l*on peut esperer remonter a I'origine 
vegetale, c'est-ft-dire photoeynthetiqoe d'une substance donnee, 
lorsqu'on rSussit a ; 

1„ determiner un nombre sufflsant de paremetxes isoto*- 
20 piques a, b, c, d; 

2. sys tenia tiaer, malgre la complexlte dec flux metaboliques, 
le pnenom&ne de la repartition isotopique, c*est-a-dire se baser sur 
des standards reproductible© et previeibles „ 

On a constate nutamment que, dans une molecule donn£e, 
25 les groupes a caractfcre hydrophile, tels que par example -C00H,— CH^OH 
avec n *0 9 1 ou 2, et/ou les groupes facilement recyclables pendant 
le mfitabolisae, tels que par exemple le groupe -C00H,sont enrichis en 
isotope lourd par rapport a la teneur isotopique moyenne de la 
molecule, alors que les groupes hydrophobes, tels que par exemple 
30 -CH^ ou ^CH^-, sont appauvrls en Isotope lourd. 

Au contra ire, pour une substance organique obtenue par 
synthase technique, la repartition en isotopes est differente et 
tend ft Stre Homo gene, car les precedes de syn these fonctionnent 
avec des readements proches de 100%. lis evitent la ramification du 
35 flux de la mati&rej la totalite de celle-ci ou presque est convertie, 
les compositions isotopiques initial es et finales des fractions 
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aoieculaires impliquees dans la reaction sont tr&s prochee.Les 
cas de disproportions isotopiques rencontres dan* les procedes de 
synthase sont Limit 63 h quelquee posicionB et previsibles en 
fonction du procSde de synthese utilise. 
5 II en resulte que leg caracteristiques isotopiques 

d'une substance donnee devraient permettre d'Identifier l f origine 
de celle-ci. 

On a d£ja propose de determiner l'origine d'une 
substance organique par mesure, en abondance naturelle, du taux iso~ 
10 topique positionnel du deuterium, par resonance magnetique nucleaire. 
A cet effet, ,on peut citer 1 'article de G,J. MARTIN et M.L. MARTIN 
paru dans Tetrahedron Letters vol. 22, n° 36, p. 3525-3528, 1981. 
Ce pendant, fitant donn£ que I'eau lourde eat un produit industriel 
bon marche, on peut par son adjonction fausser le cas echeant le 
15 rfisultat d'une telle determination .'dans un sens souhaite* De plus, 
une telle determination peut parfois n'etre significative que de 
I'environnement de la substance a examiner, ce qui per met alors de 
definir plut6t les conditions climatiques de sa biosynthese, sa 
provenance ggographique at d'autrce facteurs lies a u milieu aqueux 
dee biosyntheses. En effet, on a constate que, par exemple, 1'alcool 
ethylique presente, en fonction de son origine, des modifications 
assez spectaculaires de son taux de deuterium. Cependant, il s'est 
av£r£ que ces modifications sont extrgmement sensibles aux facteurs 
d 'environnement de finis ci-dessus,et a la morpbologle de la plante, 
de telle sorte qu'elles tie peuvent pas dans toue les cas sexvir 
d'unique critere pour determiner l'origine biologique et/ou synthe- 
tique d'un alcool. 

II est done necessaire de determiner d'aucres caracte- 
ristiques isotopiques signifxeatives de l'origine bio- et/ou technD- 
syn the tique d'une substance, par exemple d'un alcool* 

K , Jusqu'a present,, il n'a ete possible de determiner, 
en abondance naturelle pour le carbone-13, que le taux isotopique 
global (a) (par combustion totale de la molecule) et, de maniere 
precaire et incertaine, les groupes de masse (b). par ailleurs, on 
35 a tente de determiner les facteurs (c) et (d) selon la technique, 
comprenant des degradations chimiques quantitative*, la combustion 
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des fragments recueillis & l'etat pur et sans perte et la spectro- 
metxle de masse des produits de combustion CC0 2 , H^O), Cette 
technique est tres longue a. realiser, limitee & quelques composes 
particuliers trfcs simples et elle est peu fiable cat elle exige des 
5 reactions chimiques susceptibles d'entralner elles->ia£mes un frac- 
tionnement isotopique. 

On a main tenant trouv€ un nouveau precede pour 
determiner qualitativement et/ou quantitativement l'origine d'une 
substance orgauique donuee, qui consiste % determiner Xa repartition 
10 isotopique positionnelle d f au moins un isotope leger, stable et 

magnetiquement act if autre que Xe deuterium par resonance magnetique 
nucleaire quantitative. Sous son aspect general, le procSde de 
1' invention consiste enregistrer par resonance magnetique 
nucl€alre quantitative par transformSe de Fourier, dans des condi- 
15 tiona assurant une eenaibilite euffisante et una parfaire propor- 
tionnaXite entre le nombre de n*yau>c resonnants et 1* amplitude du 
signal, lea spectres des n&yaux conceraea, en particulier ceux du 
carborie-13, i calculer la surface des dif ferentes xaies et & comparer 
ces surfaces per rapport & la moyenne desdites surfaces. 
20 Le procede de X' invention rend accessiblee de facon 

lnattendue les paramfctres (c) et (d) definis ci-dessus, en abundance 
naturelle, malgre les prejuges techniques existants notamment pour 
le carbone-13 selou lesquels : 

1, on ne pouvait pas r§aliser par BMN, en particulier 
25 du carbone-13, une analyse quantitative asses precise pour dSceler 

les differences des abundances isotopiques naturelles, telles qu'elles 
resultentde la faible sSlectivite d'une sequence de reactions chimi- 
ques et -biologiques ; 

2. *i cela s 1 Stair av£r€ possible pour quelques cas 
30 exceptionnels et en milieu enrichi, il etait impensable jusqu'a 

present d'effectuer la m§me determination sur des composes pr£sen- 
tant aeulement una abundance naturelle, par exemple en carbone-13; 

3* les eventnelles regies trouvees pour la repartition 
lntramolecnlaixe Cc) aystematique des isotopes tans les biomoleeulee, 
35 regies etablies pour les milieux enrichis, ne s mt pas transposables 
aux composes formes sous conditions d'abondance isotopique naturelle „ 
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L 1 exploitation quantitative du spectre R*M„N„ de la 
substance & examiner peut Stre ef f ectuee par planimetrie, par inte- 
gration autumatique et/ou par simulation spectrale iterative, - c T est-a- 
dire en modifiant pour chaque isotopom&re contribuant au spectre global 
5 et dunt on connait les patametres spectroscopiques, son poids jusqu'a ce 
que les spectres calcules deviennent identiques aux spectres enregistrfis - 

Selon un autre mode de realisation, an peut avantageu- 
sement proceder a une mesure dif ferentielle par rapport h une posi- 
tion donnSe dans la molecule prise comme reference isotopique interne. 

10 Un autre mode de realisation consiste dans 1'enxegis- 

trement, dans des conditions identiques, des spectres en module. Ce 
mode de realisation accentue la faible difference qui exist e entre 
les difference signaux, c 'est*- a- dire que les pics les plus faibles 
sont diminu€s et les pics les plu6 grands sont relativement augment 5s, 

15 de telle soxte qu'bn peut quail tat ivement reconna£txe plus- facilement 
les positions enrichies ou appauvxies en carbone*13 sans integration* 

L 'exploitation quantitative de l'ieotopie iutramolecu- 
laire realisee : selbn 1 'invention peut etre avantageusement compietee 
pax la' de termination des grouped a masse €gale (b) par spectromgtrle 

20 de masse, de preference & des or pt ion par champ, methode sans fragmen- 
tation des molecules et de ce fait paxticulierement apte a des 
determinations isotopiques quantitative^ . Cette mSthode qui utilise 
de preference la cationisation a l'aide d'un m£tal mono-isotopiq.ue 
comme le sodium convient particulierement aux molecules biologiques 

25 qui sont dans la plupaxt des cas des molecules polaires peu volatiles 
et sujettes a fragmentation et le cas £ch€ant relativement compli- 
quSes; les methode s classiques de la spectxoroe'trie de masse ne 
laissent esperer aucun r£sultat pour ce type de molecules. L f obten~ 
tion simple, rapide et precise des 1 valeurs pour les groupes de masse 

30 (parametres a et b d€fiuis prec€demment3 est «ssure> par I 1 utilisation 

d'un enregistreur permettant 1 'accumulation de spectres (W.D* LEHMANN, 

H.R 1 .' SCHULXEN; quantitative Feld dfsorption - ttassenspektroskopie VI, 

Z.Anal. Chem. 289,' 1978, ti-16 - H.M. SCHIEBEL, H.R« SCEULTEN. Depletion 

13 | ^ 

of Carbon in! the 4 Biosynthesis of ' Vitamin B^ 2 „ Katurwissenschaf ten 67, 

35 1980, 256-257)* En outre, cette methode a I'avantage de n'exiger 

que quelques microgrammes de substances. 



2Q - Sep ■ 2001 17:53 J A^P & CO 



''0 No. 6260 P. 13/32 



10 



15 



0099810 

8 

Ainsi, seion un node de realisation prSfdrd de 
1' invention, on combine, poor determiner i'origine bio- et/ou 
techno-eynthStiqoe d'une substance organique, la resonance magnetlque 
nucleaixe quantitative et la spectrometrie de masse, de preference 
a desorption par cbamp. Dans ce cas, les intensites positionuelles 
determines selon 1'invention peuvent etxe exprimfies en teux absolus 
de carbone. 

Four la nd.se en oeuvre du precede de 1" invention, la 
substance a examiner doit Stre en solution relativement concentre. 
L'asservissemeut champ-frequence est realise soit sux la resonance 
dentonique du solvent, si oelul-ci est disponible sous for D e deuteride 
(D O, CDCl. ou eimilalree); soit eur une substenee deuterlSe miscible 
a/melange solvant/subatance a examiner, soit sur an corps de 
reference placd dans un tube coaxial. 

On indiqnexa el-apres les conditions particulieremeut 
purees pour I'euregistremeut par K.M.N, des spectres de, substance* 

examiner, qui assured uue sensibilitd suffisante et une parfaite 
^ropo^ionnaiit:d Wire ie nombre de uoyaux resonnau" et I'a^plitude 
1 da -'signal 

- 1 'angle de notation est de 90°, 

- le nombre de passages accumulfis doit etre compxis 
entte 100 et 50 000, de preference entre 5 000 et 20 000, avauta- 

4 geuseoent de 5 000, 

- U resolution numSrique doit itre comprise entre 0,5 

25 et 0,05 Hs/point, de preference 0,1 a 0,2. 

La digitisation du signal doit Stre rdalisde avec 
.oln. Si le nombre de points par next* est trop faible, les aires 
nasurees pour les raies fines sunt sous-evalufies, ce qui fansse 

1 ainsi 1' analyse isotopique. 

30 pour dviter cet inconvenient, on doit soit : 

a) comparer prdf ereutiellement deS largeurs semblables, 
; ' b> cbibisir une resolution num6rique telle que la rate 

1 " la plus fine soit representee par au moins 10 points, 

c) choisir un algbrithme d'intdgration tel que l'etreur 

35 de troncation soit infdrieure 8 0,5%, 
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d) rendre Coutes les largeurs pratiquement semblables 
soit par une multiplication exponentielie du signal avant la 
transferase de Fonrier, soit pat addition a l'eebantillon d'un 
agent relaxant. 

On realise un d^coupUge total des protons. Pour eviter 
toute alteration du resoltat par des effets d'isotopie box l'effet 
nucleaire OVKRHAUSER, on supprime ce dernier par la method* de 
1» irradiation alternee decrite par R, FREEDMAN, H.D*. HILL et 
R. KAPTEIN (Proton-Decoupled NMR Spectra of Carbon- 13 with the 
Nuclear OVEBHAUSER Effect Suppressed. J. Wagn. Res. 7, 1972, 327-329). 

Pour assurer le* retablisaement quasi parfait de 1 'fiqui- 
libre de BOLTZMANN apres chaque irradiation, on observe apres cheque 
passage un temps d'attente ^ qui correspond a 10 fois les temps de 
relaxation ^ peu different de ^ du noyau le plus lent. 

Afin de redulre les temps de relaxation du carbone-13 
a des valeurs de I'ordre d'une secoode, on ajoute des agents relaxants 
connus tels que, par exemple, le tricblorure de gadolinium. Quand 
i'echantillon ne doit pss gtre contamin« par des ions paramagnetiquea, 
il faut accepter une duree d'enregistrement plus longue pouvant 
atteindre plusieurs jours lorsqu'on veut tenir compte descarbones 
20 quaternaires. 

En cas de superposition des signaux a analyser ou 
lorsqu'on veut determiner des isotopoaeres (parametres d), on precede 
a des simulations spectrales (programmes BRBKER IIR CAL et LAOCOON 4 B) 
en modifiant itfirativement la contribution qu'apporte chaque espece 
isotopique au spectre global,' le cas echeant a l'aide d'une plani- 
metrie differentielle entre les spectres experimentaux et simuUs 
jusqu'a ce qu'il y ait identite. Pour ce faire, il faut tenir compte 
des parametres R.H.N. : positions des signaux, les largeuts des 
raies, le cas echeant des couplages et des effets d'isotopie sur 
ces parametres. 

Bu general, les signaux du carbone-13 sont relativement 
espaces et certains apectromfecre* de R.M.N, ne possedent pas une 
caracteristique d'intensite (courbe de reponse) rigoureusement 
identique aur toute la largeur du spectre dans le domaine de 
35 frequences utilises . En general, eette courbe de reponse est 
principalement determine par les caracteristiques du filtre 
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passe-bas utilisS avant le convertisseur analogue numSrique. On peut 
s'affraricbir en partie da cet effet en cboisissant une banda passante 
bien superieure , par exemple trois fois superieure a la largeur spec- 
trale int&ressante. Cependant, ceci entralne une diminution importante 
dn rapport signal/bruit, done de la sensibilitS. 

On pent partiellement psrvenir Z gliminer cette source 
d'erreur en enregistrant les spectres des' composes biologiques et 
techniques a comparer dans des conditions rigoureus anient identiques. 

! Dependant, le moyen ideal pour palier cet inconvenient con- 
sis te S calibrer le spectromStre avec un tube de calibrage contenant un 
melange defini de composes qui *e produisent chacun qu'une seule raie 
en R-M.N. pour un isotope donne et dont on conna£t pour chacun la teneur 
isotopique globale. Ce tube de calibrage consitute un autre objet de 
!• invention. Les composes coiistituant le melange de calibrage sont pour 
la R.M.K. du carbone-13 des composes a carbones equivalents, tons mis- 
cibles entre eux dans des proportions donnees, stables, inertes les «s 
par rapport aux autres et decomposable* par combustion. 

Le melange de calibrage prSfSre est un melange de composes 
en quantites sensiblement Sgales en carbone-13, dont les raies sent es- 
pacees S ur toute la largeur du spectre de fa 5 on relativement reguliere. 

A titre d'exemples de melanges de calibrages appropries aux 
'fins de I'invention, on citera le melange dans l'eau lourde des composes 
suivants pour lesquels on a indique entre parentheses la position relati- 
ve de leur signal par rapport au dimethylsulfoxyde, exprimee en PP m et 
25 comptSe positivement vers les champs faibles. 

• - thiocyanate de sodium NaSCN (.* 100 ppm) 

- nree UH 2 CO UHj (+ 70 ppm) 

- dimSthylsulfoxyde (CH 3 ) 2 SO 

- glycol (CH 2 0H) 2 (-13,6 ppm) 

- alcool methylique CB 3 0H (-23,7 ppm) 
en des quantitSs telles que chaque composS apporte la meme quancitg 

molaire de carbone . 

L'inyentioo a Igalement pour objet le tube de calibrage 
contenant w melange du type defini prScedemment, le tube etant de 
35 , prSfSrence un tube scellfi. 
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Le calibrage interne du spectre peut Stre autonatise i 
1 aade d'ut>e fonction polynPmiaU de co^ensacion. On intrpduit alors 
dans 1 ordinateur le, caracteristiques du flange de calibrage, on 
enregietre le apectre du ^Ung* de calibrage et 1'ordinateur etablit 
una fpnction polynomiaXe d* cpmpensation qui neutralise, les fluctua- 
tiona dans la eourbe de repcmae du apectrpa.etre, de telle sorte que 
pour chaque signal, independatmnent de sa positipn, la surface devienne 
stnctement proper tionnelle 8U „ori>re reel de npyaux. C 

La mse en oeuvre du prPcedS de V invention ne necessity 
pas 1'utilxsation d'un Italon de reference. 

Le procgdf de 1' invention peroet de determiner l'origine 
bip et/pu terfmo-synthetique d'une substance donnle en cpnfrontant 
les caiacteristiques isotopiques obtenues par le precede de Invention 
avec celles de substancea t*»oins on substances de reference. 
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So l'absence de telle* substances t&noioe, le precede 
de 1' Invention pennet ggalement de donnex des Indications sur 
1' origin© de la substance en utilieant comme moyen standard 
d« analyse one matrice de repartition isotopiquc predetermines par 
la formula chimique structural, schema Isotopique interne selon 
lequel, en particulier pour 1 'element carbone, les groupes a 
carattexe bydrophile et/ou facilement recydables pendant le 
oetabolisme. Bont enricnis en isotope lourd par rapport B la 
teneur isotopique moyenne de la molecule, les groupea a caractere 
hydrophobe par contre soot appauvris en isotope lourd. 

Sana le cas de molecules complexes, il est auffisant 
de determiner quelques-uns des 2 N C»'+1> C*"+2> ... isotopom&res 
possibles, respectivement en prenant en consideration seulement 
certaines, de preference deux positions particulierement revela- 
trices, quant a leur taux en isotope lourd, l'un par rapport a 
1' autre. 

Le apectrom&txe R.H.N. utilise" pour la miae en oeuvre 
de 1' invention peut avantageusement Stre couple avec un nrixroproces- 
eeur, dans lequel on memorise d'abord des compositions isotoplques 
utandards, par exempts pour les substances en provenance de plantes 
C , C 4 , CAM Cmecanlsoe mixte entre C 3 et C 4 ) ou de cultures sous- 
narines et pour les substances techniques. On peut dgalement intro- 
duire certains facteurs eorrBctif o ampitiques qui tiennent compte. de 
facteurs climatiques, geographiques de l'environnement et de la robr- 
25 pnologie de la plante d'origina, facteurs qui provoquent des fluctua- 
tions isotopiques. On introduit ensuite dans ce microproeesseur les 
caraeteristiques spectrales de l'echantillon, en particulier celles 

concemant l'isotope carbone-13. 

On notera que le procSde de 1' invention est avanta- 
geusement realise avec 1 'Isotope carbone-13, mais pev»t egalement 
6tre effectue pour l'a*ote-15, l'oxygene-17 et le soufre-33. 

De plus, on peut combiner la determination de i'isotopie 
du carbone-13 avec celle du deuterium ou des autres isotopes cites 
ci-dessus. 
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L' Invention va 8tre aaintenant illustree par les 
exemples non lindtatifs ci-apree, dans iesquels on utilise le symbol. 
T 

CHj - COOH pour earacteriser semi-quantitativeaent une 

hetfirogengi^ intramoleculaire typique d'un aC ide acetique plua 
5 pauvre en carbone-13 merhyUque et plus riche en carbone-13 carboxy- 
lique. 

Les spectres enregistres seloo les exemples ci-aprfes 
l'ont ete sur des spectrometrea BRUKER WH 90, Wp ZOO SY et WM 400. 



10 



20 



Exemple i . determination de l ysine de 1'arjde acetioua . 

La me-thode est basfie Ici sur 1' unique determination 
par R.H.N. quantitative du rapport intramoleculaire ^Ciy^coOH. 

L'acide acetique est an compose-clef dans la biosyntnese. 
Cette molecule ultra-simple est pratiquement la seule pour laquelle 
on a reussi a determiner les distributions internes du carbone-13 
15 par la technique anterior* (voir E.R. SCHMIDT, H. GRUHDKANN, i. FOGY. 
Intramolecular c/ C Isotope Ratios of acetic of Biological and 
technical Origin. Biomedical Mass Spectrometry 8, 1981, 496-490 - 
W.G. MEIKSCHEIN, G.G.L. RlNALDl, HAYES, D.A. SCHOELLER, Intra- 

molecular Isotopic Order in Biologically Produced Acetic Acid 1, 
1974, 172-174). Les resultats sont done connus et le compose sert 
de Bubstance^teat pour le ' proeedg selon 1 • invention. 
Preparation des echantillons ; I'echantillon pureaent biologique (I) 
a et* obtenu a partir d'un vinaigre de vin 8,5" resultant d'une 
fermentation da surface "a 1'encienne" pendant 21 jours (vinaigre 
25 "Vieille Reserve" MARTIN P0URET, ORLEANS ) . Dan* une installation a 
extraction continue, on extrait 1 litre de ce vinaigre par 1,5 litre 
d-ether isopropylique pendant au moins 24 beures. L'acide acetique 
ainsi «trait est isold et purifid par distillations fractionnees . 
On obtient environ 60 g d'acide acetique, qui reproduit easentiel- 
30 Wnt la composition en carbone-13 de l'«thanol du vin de depart. 

' Comme echantillon d'origine technique (II), on a 
utilise" l'acide acetique glacial de RIEDEL-DE-RAEN (SEBlZE, 
R.F.A.). fce compose est fabrique a partir de 1 'ethylene, produit 
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secondaire du precfide de craquage du petrols, par oxydation de 
1'acetaldehyde (precede WACKER-HOCHST) . L 'acide acfitique, obteuu 6 
partlr de cat acetaldebyde, est ensuite utilise pour 1* fabrication 
d'acfitate de polyvinyl. 2*x hydrolyae partielle de ce produLt, on 
5 proeede a una recuperation d'uue partie da eet acide aoStique. Get 
acida antique dit de recuperation eat particulieremettt pur du point 
da vue chimiqoe et vendu td quel. Plusieurs Stapes de ca mode de 
fabrication soot susceptibles d'eotra£ner cn fraetionnement dee 
isotopes du carbone tel que le taux en carbone-13 du grouped 
10 carboxyle ae trouve dimiu»e uuilateralement . Selou l'invention, on 
a trouvfi que cette repartition isotopique est inverse de cell* pour 
1» acide antique d'origine bio-synth«tique. 

On a egelemeot utilise un melange eqoimolSculaire CIXI) 

dee echantillons Cl) et (IX). 
l5 ii - . <• < on a utilise comme quatrifeme eeoautillon (IV) l'acide 

• acgtique glacial de MERCK (DARMSTADT, R.FJL), pour lequel on a 

i Uou«€ nne' distribution iutramoieculaire atrictement "biologique" . 
! bn a constat* ulter'ieurement que ce produit provient de la distill*- 

20 ; quaere ecnautillons d' acide acStique, on a ajoute 

anviron 20% en volume d'eau lourde. Par adjunction de traces de 
tricnlorure de gadolinium (GdC^), on * etabli un temps moyen de 
relaxation magnetique T 2 du carbone-13 voisiu d'une seeonde. L'Jchan- 
tiliou ft.lt alors de 0,002 a 0,005 molaire par rapport au gadolinium. 

25 On a ajoute du ..1 disodique de 1'acide ethylenediaminotfitracetique - 
BDXa (TITRIBLHC III, MERCK) comma complexant, en quantity molaire 
double par rapport au gadolinium, 

- la- renartitic m Isotoolque par resonance mafinStique nucldaire 

du carbone-13. 

30 ' , on prend soin d'aasurer un rapport signal/bruit suf- 

1 S fisant at une parfaite proportionnalite autre le n«b« d« noyau* 
[ ' Uaonnants et 1'aoplitude des signau* en realisant les conditions 

• ' ekperimentaleB suivautes. 

Oh a precede a une simple integration des deux signaux 

35 de carbone-13 qui sont eloigned de 160 ppm, 

10 000 passages, 0,2 ; Hz/point, T 3 = 10 s. 
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Selon le type de sonde R.M.N. > on a utilise 0,7 ml 
(tubes de 5 mm) ou 2 ml (tubes de 10 mm) de 1 'echantillon. 
Distinction de l'origine de l'acide acgtjque . 

Pour cheque echantillon, on a calculi la surface dea 
5 deux signaux du carbone-13, on a fait la moyenne de ces surfaces et 
determine I'ecartA-, 

S " - S . 
/\ a ma x min _ 



10 



^max " surface du signal qui correspond a la position 



la plus ricbe en 
surface du signal qi 
la moins riche en C 



S . ' ■ surface du signal qui correspond a la position 
mi.n 



13 

a doyenne des surfaces de tous le9 signaux pour 
la molecule 



15 



E chant 11 Ion 



Taux re-latif positiimnel 
en carbon©- 13 
OLj - COOH 



20 



XX 



III 



IV 



x 



& - + 12%, 

A 10%, 
A + 0 

& = + 127, 0 



Le precede selon l f invention per met done de fair* 
d'une manxere directe, rapide et non destructive une distinction 
nette entre I'acide 100% a base de vin (I) qui presente une posi- 
25 tion hydrophile (-C00H) 12% plus riche en carbone-13 que la position 
hydrophile (CH^) et 1 'echantillon technique utilise (II) oo le 
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situation est presque iuversee„ Ces r€sultats Boat en accord avec 
ceux obtenus & I'aide de la technique ant fir ieure „ Dana un melange 
comme I'ecbantillon (III), les concentrations relatives peuvent Stre 
determines avec une precision d T environ 207. avec lee appareils 
5 actuellement sur le marchS. 

Exemple 2 : determination de l'origtne d 1 acides amines, particoliferement 

de I 'acide aspartique . 

Les conditions expfirimentales sont identiques 3 celles 

dficrites dans l'exemple n° 1. 

10 Preparation des 6chantillons . 

On a utilise les acides amines serine (Ser), threonine 
(Thr), acide glutaraique (Glu) et acide aspartique (Asp), Leurs isomfcres 
optlques L proviennent des firmes HERCK (DASMStCADT, R.F.A,) et FLTJKA 
(SUCHS, Suisse). lis sont £abriqu€s en culture sous-marine par des 

15 mutants de micro 1 - or ganismea qui produisent s€lectivement un seal 

acide amine £our Asp, on a 'examine Sgalement le rac£mate D/L, produit 
Vorigine 1 technique, qui est £abriqu£ & partir du gas de craquage 
iiu pitrbie'ou de gas de cbkerie, par 1 ' intermSdiaire de 1' anhydride 
maleique* 

20 6a a prtpax€ des solutions de ces acides amines dans 

ll'eau lourde. Afin d'augmenter la solubilite, on a Stabli un milieu 
acide (acide chlorhydrique) . Pour rSduire les temps de relaxation 
du carbone-13, on a ajoute des traces de chlorure de gadolinium 
comme dgcrit pr£c€demment. 

25 RSsultats 

Les caractdristiques isotopiques suivautes ont 6t5 
de£ermin€es pour les trois €chantilloos suivaots ; 



I 
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Echantillon 



Origine 



Concentra- 
tion 
mol/1 



PR 



Determination semi-quanti- 
tative : 

taux relatif positionnel en 
carbone-13 



10 



L-Ser 



L-Thr 



L-Glu 



bipl« 



biol. 



binl. 



*,5 



2,5 



2,0 



2,2 



0,5 



0,1 



f CHUH 2 I 
COOT J, CH 2 OH 



A ^ 3% e 



CHNH„ 



COOH | CH 2 0H I 



3 A B 15Z P 



V 



/>~ — 



V v i 



COOE 



15 



On dome ci-apres lea resultats cbiffrSs obtenus pour 
1'acide aspartique L-Asp (origlne biologique) et D/L-Aap (rac€mate~ 
origine technique). 

Les deux spectres tmt e"te enregistrgs dans des 
conditions strict anient identiques, de aorte que la c our be de 
reports e du spectrooaetre est la meme. 



20 




L-Asp (biologique) 


D/L-As p ( t e chnique ) * 




groupes 


unites de 
surface 


difference en % 9 
par rapport a 
la moyenne 


unites de* 
surface 


Difference en 7« 0 
par rapport & 
la moyenne 




C 0 1 

y 


1998 t 10 


+ 2 


1906 


- 28 


25 


CO 


2D23 


+ 15 


1996 


+ 18 




C « 


1973 


- 10 


1990 


+ 15 




% 


1979 


- 7 


1950 


- 5 



30 * mesuries avec un planiroetre (0TT, type >31 L, KEMPTEN , RFA) permetcant 
une precision de 0,1 % en utilisant un bras de trackage de 50 cm. 
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On pent a partir de ces reeultats representer 
echematiquemeut lea deux acidee aspartiques de la maniere suivante 



L-Asp 



P/L-Aep 



Comme eel a a deja ete observe pour 1 1 acid e t ace ti que 'd'origine bio- 
3-0 logique, on troave pour toua led a c ides amines biologiques des tableaux 
ci-desaus que les positions a caractere hydrophile et/ou facilement 
recyclables pendant le mStabolisme coat enrichies en carbone-13 par 
rapport a la teneur isotopique moyenne de la molecule, les positions 
a caractere hydrophobe pax con t re sont appauvries en ce uieme isotope* 
15 Le groupement C q des acides amines se comporte comme une position h 
caractere hydrophobe- 

II n'Stait pas previsible que la complexity quasi 
illlmit€e dss interactions biologlques aboutisse a un schema de repar- 
tition Isotopique finale aussi simple et g$n£ralement valable* schema 
20 qui > dans son application analyclque, permet une premiere orientation 
rapide, san& obligation d 1 avoir recours a un compose* de reference. 

L'acide aspartlque technique (D/L) preaeute une repar- 
tition isotopique presque inverse de celle observee pour le compose 
biologique (L-*Asp)» Bien que lea deux produits 6oient conaideres comme 
25 Stant chitnlquement identiquea, le proce"dG eel on 1' invention permet de 
determiner sans ambiguity leur origine respective. 

Le tauac isotopique global en carbone-13 (parametre a defini 
ci-dessus) 8 6t€ determine pour I'acide glutamique L, La molecule 
cDntient 10,75 Z- 13 C par rapport a la totalite du Garb one ( J2 C +^C) ce 
30 qui represente un appauvrissement de 0,27 7L en valeur absolue lorsqu T on 

prend comme reference l r abondance naturelle de cet isotope (11,12 %# C) . 

13 

L'appauvrissement relatif en C de ce compost est done de 25 L . Pour 
obtenir le taux global en carbone-13, on utilise de preference pour les 
petites molecules ( ^ 20 atomes . 
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de carbone) la combustion totals et 1 'analyse du rapport CO^/ C0 2 
(technique aucienne), alors que, pour des molecules plus grandee, la 
spacer ome trie de masse a desorption par champ est plus avantageuse* 

gxemple de realisation n° 3 : detexmination de I'originq de l^lcopl 
5 ^thylique 

L'alcool ethylique presente, en fonction de son origine, 
dee modifications assez spectaculaires de sou taux en deuterium. 
I Lorsqu'on compare les alcools de differentes origities bio-synthetiquee, 
on touthe egalement le probleme important de 3a chaptalisatlon des vins. 
10 L 1 origiu© d'un alcool n'a pu etre determined jusqu'a present qu'en 
utilisant simultangment les taux isotopiques globaux (parametre a) 

et positionnels (parametres c) et en deuterium et en 
carbone-l3« les effete eont mo ins spectaculaires pour le carbone- 13, 
maie moins sensibles aux facteurs variables de 1 1 environnement , 
15 Le procede selon 1' invention base" sur la determination 

des rapports des isotopomeres essentiels de l'alcool (paramfetres d) 
permet une determination precise de l'origine, Parmi les 
i^CN'+l) (N ,f +1) ° 2*(3+l) (2+1) = 48 isotopom&res possibles de 



I'Wthanol 



;2 



20 N e 2 positions non equivalentes du car bone, 

' S 1 "3 positions equivalentes d'bydrogene methylique, 
• NV — 2 positions Equivalence© d'hydrogfene methylenique, 1 
le proton hydroxylique € changeable n'et ant pas compte^les six isoto- 
obmferea suivants participent avec une probabilite plus elevee 

25 que 0,01% : U CR- 12 CH 7 0H, 13 CH, 12 CH,OH, 12 Ch/ 3 CH OH, 13 CH 13 CH OH, 

1? 12 12 12 

CHjD CH^OH et CH^ CHDOH, Dans le tableau ci-dessous, le 

rapport de ces isotopomeres ressort eemi-quautitativement. 

Preparation des echantilions 

Les alcools ont €t€ prepares et/ou ex traits selon un 

30 precede classique (L. GATTKRMANN, H, WIBLAHD, Praxis das Organischen 

Chemikers, Walter de Gruyter-Verlag, BERLIN, 1954, p. 3SO-D* 

On a utilise de l'alcool en provenance d'un vin de 

i i : 

ta&le rouge 10* de Beziers et d'un vin rouge d'Algerie 12° qui ont 
a peu pres les 'mimes caract€ristiques isotopiques (echantillon X), 
35 d'un vin blanc Sylv'aner 10° qui montre une chaptalisation (II), de 
I'alcool de provenance de sucre de betterave (III), de sucre de 
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canne et glucose de mars (IV). On a ggalement examine uti alcaol 
techno-Bymttae'tique (V) & base d" ethylene, gaz de craquage de produxts 
de pgtrole. 
Rgsultat6 

5 Les r^sulrats seu>i-quantxtatifs sont presentes dans le tableau 

suirant $ ^ uriliaant pour la repartition positionnelle des Isotopes 
le symbole defini et dejd utilise* ci-dessus„ Les taux isotopiques 
globaux (appauvrlssemeTit en isotope lourd) obteuus en utxlis&nt 
comme e" talon Interme'diaire un e*chantillon de"fini d'amidon de bid 
10 sont exprime*s en %«, par rapport au standard isotopxque international 
tel que defini par H- CRAIG Geo chiro- Cosmo chiiu. Acta 12,133-149 (1957) 



Bcbantillon 



taux isotopique (% 9 ) 



deuterium 



global 



positionnel 



carbone-13 



global 



positionnel 



15 



20 



I (vigne) 



II Cvigne + sucre} 



III (sucre betterave) 



IV (sucre canne, glucose 
de mats ) 



V (produits p^troliers) 



50 



- 40 



- 20 



- 20 



- 60 



CHD- 




r 



x 



r 



O D 



- 25 



- 22 



- 20 



- 5 



- 30 



p4 



r 



4 




10-3O%„ 



10-lS7. o 



25 



- Une distinction nette entre les alcools biologiques (I- IV) 
et l'alcool technique Cv) ae manifests par tpueXes parameerea. 
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A l'intdrieur des echantillons biologiques, la difference 
esc tres-nette entre l'aleool en provenance de la vigne (I, II) et 
de la betterave (III) d'une part (plantes C^, dont le produit primaire 
de la photosynthfeae est une molecule a trots atomes de car bone) et 
5 1'aleool a base de canne St sucre ou de ma£s (XV) d'autre part 
(plantes C^, dont le pxodalt primaire est une molecule a quatre 
carbones). Le critere tcl eet le taux global en carbone-13. 

II exiate Sgaleraent une difference entre 1'alcool en 
provenance de la vigne (I) et celui en provenance de la betterave (III) 
10 eussi bien pour le deuterium que pour le carbone-13. Mais le taux 
en deuterium eet sxtxSmement sensible aux facteurs extgrieurs et 
saisouniers. XI d£crolt * particulierement 

- avec la latitude g£ogrephique . 

- avec l 1 altitude 

15 - lorsque la temperature baisse 

- lorsqu'on s'eloigne de V influence maritime 

- en passant de la MSditerran^e 3 I'Ocean Atlautique 

- loreque le fruit est recueilli pr&naturSment . 

Le precede selon l 1 invention coovient egaletaent pour 
20 determiner 1 'origin* des acides gras. En plus de l T effet indique ci- 
dessus pour lea eutres substances ( comport eraent des groupes a carac- 
fcSre hydrophobe et hydrophile) , on a trouve que pour un acide gras netu- 
xel en provenance de plantes C3, l'extremite hydrophobe est plus pauvre 
en C que l'extremite hydrophile bien qu'il s'agisse chittdquemeat des 
25 memes ; carbones (-CH^-) * On a constats d'autre part une faible alternan- 
ce reguliSre de$ abondances, de telle sorte qu'une eemi-synth&se a 
partir de deux fractions naturelles peut Stre detectee par le procede 
selon 1 T invention* 
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Le proc6d§ selon 1 'invention a d'eutres applications dans 
des domaines tres varies. On no.tera par exemple que le procede de 1 'in- 
vention peut etre utilise pour determiner les conditions de croissance 
optimales d'une plante donnee puisque l'on a constat^ que la discrimi- 
nation isotopique est wxnimale lorsque les conditions ecologiques d'une 
plante s on t. optimales . Un autre exemple d T application du procCdS est la 
ditermination des substances organiques de l 1 animal pour deceler la ma- 
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niere dont. il a £te nourri • -Certains metabolistnes anormaux cbez I'huinme 
et 1 J animal sent suceptibles d'etre dStectis par 1 T analyse isotopiq\ie 
positioxtnelle. Le precede de l f invention pernKt de noinbreuses extensions 
et est susceptible de devenir ainsi une heritable radiographie de la 
matiere organique" * 
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RKVEND1CATI0NS 



l » Procede pour identifier et, le eas gcheant, pour 

determiner quaotitativement lee origines bio- et/ou techno-aynthe-tiques 
de substances organiques en function de leur taux global et avant tout 
5 de leur matrice earacteristique de re-partition Intratuolfculaire en 
isotopes lfigers, stables et magufitiquBtaent actifs, en particulier 
en carbone-13, caracterise en ce qu'il consiete a determiner la 
repartition isotppique positionnelle d'au moins un isotope l«Sger, 
stable et magn^tiquement actif autre que le deuterium par resonance 

10 raagne-tique nucleaire quantitative par transformed de Fourier. 

2 * Procfidfi selon la revendication 1, caracterise en ce 

qu'il consiste d enxegistrer par resonance magnStique nucleaire 
quantitative dens dee conditions aesurant une sensibilitd suffisante 
et une parfaite proportiojmalite entre le nombre des noyaux reBonnants 

15 et 1 'amplitude du signal les spectres des noyau* coacernes, en parti- 
culier ceux du carbbne-13, ft calculer la surface des differentes 
raies et a comparer lesdites surfaces par rapport • la moyenne 
desdites surfaces, 

3< Precede selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise 

20 en ce que, lors de 1 ' euregis trement du spectre K.M.H., le nombre de 
passages accumules est compris entre 100 et 50 OOO, la resolution 
numerique est comprise entre 0,8 et 0,05 Hz/point et en ce que l'angle 
de nutation est de 90°. 

4 ; ProceVte selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 

25 cWxacterisfi en ce que 1 'isotope est l e carbooe-13 et en ce que le 
nombre de passages est compris entre 5 000 et 20 000, de. preference 
5 000, et la resolution ouoeriqiie est de 0,1 1 0,2 Hz/point. 
5 * Froeede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 

caracterise en ce que l'on calibre la sensibilice du speetrometre 
30 R.M.N., en fonction de la frequence sur le domaine de frequence 

utilise et aux conditions d'enregis trement ehoisies, avec un melange 
de calibrage contenant des composes de composition isotopique 
glebale connue tous miecibles entre eux, lnertee les une vis-a-vis 
des autres, lesdits composes produisant ehactm une seule raie en B.M.N. 
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pour un isotope donne, le melange etant tel que les raies desdits conr 
p05§s soieut espacees de facon relativement r§guliere 6ur route la lar- 
geur du spectre* 

6, Proc£d§ aelou 1 'une quelcauque das revendi cations 15 5, 

5 caractfirise en ce qu'il consiste ft determiner la repartition isotopique 
p os iti crane lie du caxbone-13 et en ce qu r il comprend en outre une deter- 
rainatiou de la repartition isotopique positionaelle du deuterium. 
7- Proced§ selon la revendi cation 5, caracterisS en ce que 

le melange de calibrate est un mglange dans I'eau lourde des composes 
10 suivants pour lesquels on a indiqu§ entre parantheses la position rela- 
tive de leur signal par rapport au dime thy Isul foxy de f expriinSe en ppm 
et comptee positivement vers les champs faiblesr 

- thiocyanate de sodium {+100 ppm) 

- uree NH^ CO NH^ (* 70 ppm) 
15 - dimethylsulfoxyde (CH^SO 

~ glycol (CH 2 0H) 2 (- 13,6 ppm) 

- alcool methylique CH^OH i~ 23,7 ppm) 

en des quant ites telles que chaque compose apporte la mime quantite 
molaire de carbone* 

20 8.. ProcedS selon l f une quelconque des revendications 1 I 7, 

caract€rise en ce qu f il comport© en outre une etape de dl termination 
i so topi que par spectrometrie de masse a de sorption par champ* 
9« FrocSdS selon la revendication 1, caract&rise en' ce qu'on 

precede a una me sure differ en tie lie par rapport a une position donnee 

25 dans la molecule prise comme reference isotopique interne* 

10* ?roc€dS selon la revendication 1, caracterise en ce qu T on 

enregistre, dans des conditions identiques, les spectres en modules. 
IK ProcSde selon la revendication 5* caracterise en ce que 

le calibrate interne du spectre est automatisS S l T aide d'une fonction 

30 polynotniale de compensation * 

12, Frocedi selon la revendication 1, caractSrise en ce qu'on 

utilise comme moyen standard d T analyse une ma trice de repartition iso- 
topique prSdSterminSe par la formule chimique structurale, schema iso- 
topique interne selon lequel, en particulier pour l'illment carbone, 

35 les group es a c&rect&re hydropbile et/ou facilement re.cyclables pendant 
le metabolisme sont enrichis en isotope lourd par rapport a la teneur 
isotopique moyenne de la molecule, les groupes a caractere hydrophobe 
par contre sont appauvris en isotope lourd. 



2!]. Sep- 2001 17:57 J A ^ & CO £ ^No - 6260 P. 30/32 

009981 0 



to 



25 



l3 » _ Procedi selon l'une quelconque des re vindications 1 a 6, 

caractfirise en ce que le spectrometry est couple avec un raicroproces- 
seur dans lequel on memorise des compositions isotopiques standard. 

. Melange de calibrage pour la determination de la repar- 

tition isotopique du carbone-13, caracterisi en ce qu'il est un melange 
dans l T eau lourde de ; 

- thiocyanate de 90dium NaSCN (+ 100 pp«) 

- uree NH^ CO NH 2 (+ 70 ppm) 

i - dimethyl sulfoxyde (CH 3 ) 2 SO 



- glycol (CH 2 0H) 2 (~ J 3, 6 ppm) 

- alccol mSthyliqw CH^OH (- 23,7 ppm) 

en des quantites telles que chaque compose apporte la merae quantitfi 
irolaire de carbone. 

I s - T **e calibrage, contenant le melange selon la reven- 

15 di cation 14. 

] 6* Tube de calibrage selon la revendication 15, caractexisg 

en ce qu'il est scelli. 
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